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はマルトースによってのみ活性化することが明らかとなっている (Fig. 1)。このことから AmyR
とMalRは違う活性化機構を有していると考えられる。 
近年、麹菌の近縁種 Aspergillus nidulans において、AmyRに関する様々な研究が行われてき
20
た。しかし、麹菌ではMalRによって制御されているmalTが A. nidulansでは AmyRが制御し







































デオキシグルコースでは添加後 120分で完全な核移行が観察された (Fig. 4)。 3-O-メチルグルコ
ース、6-デオキシグルコースでは核移行が見られず、濃度を 0.5% に変更した場合も同様だった。
2-デオキシグルコースが AmyR の活性化を誘導するのか調べるため、AmyR 制御下遺伝子
amyA/B/Cの発現を解析した。その結果、 amyA/B/Cは 2-デオキシグルコース添加時では 90分
でシグナルが検出されたのに対し、3-O-メチルグルコース、6-デオキシグルコース添加時はシグ
ナルが検出されなかった (Fig. 5)。以上の結果から、AmyRは 2-デオキシグルコース存在下で核
移行し、アミラーゼ遺伝子の転写発現を誘導することが明らかになった。一方、A. nidulans で
は 6-デオキシグルコース添加時に GFP-AmyR の核移行が観察されたという報告があり、A. 
oryzaeと A. nidulansの AmyRの相違点が明らかになった。 








れることが期待される。そこで、麹菌の amyR破壊株に A. nidulans の AmyRを導入した麹菌組
換え株  (Ao-AnAmyR) および A. nidulans の amyR 破壊株に麹菌 AmyR を導入した A. 
nidulans 組換え株  (An-AoAmyR) を作製し、誘導基質存在下での局在を野生型株の麹菌 









しないことが明らかとなり、AmyR の誘導基質に対する応答は AmyR の由来に依存しているも
のではなく、AmyRが発現する細胞に由来する何らかの要素が大きく関わっていることが示唆さ
れた。出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae において、2-デオキシグルコースと 3-O-メチルグル
コースはリン酸化を受けタンパク質分解の誘導基質として機能するが、6-デオキシグルコースは
リン酸化されず誘導基質として機能しないことが報告されている。仮に 6-デオキシグルコースが
AmyR の核移行を誘導する上で何らかの修飾や分解を受けると仮定した場合、A. nidulans では
6-デオキシグルコースに対してそのような活性を持っている一方で、麹菌では活性を持っていな
い可能性がある。 AmyR の誘導基質に対する応答の違いを議論するにはこの結果ではまだ不十
分なため、An-AoAmyR や Ao-AnAmyR のシャペロンタンパク質との相互作用解析など、今後更
なる研究が望まれる。 
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されたことから (Fig. 7)、マルトース添加後、MalRは AmyRに先行して活性化することが示唆
された。また、sGFP-MalRの細胞内局在を解析した結果、誘導基質の有無に関わらず GFP蛍光
が Hoechst蛍光とMergeしていた (Fig. 8)。このことから、sGFP-MalRは構成的に核局在して
いるものと推測された。しかし、MalRのN末端に sGFPを融合したことで sGFP-MalRが構成
的に活性化したため、いずれの条件でも核局在していた可能性が考えられた。そこで、WT、malR
破壊株、sGFP-MalR 発現株を用いて、誘導、非誘導状態における MalR 制御下遺伝子 malT の
発現を半定量 RT-PCR により調べた。その結果、sGFP-MalR発現株もWTと同様に誘導基質依




ンが結合することで、核膜を通過できるとされている。これまでの研究で、麹菌 AmyR の Zinc 
finger motif内に 2種類の NLSが同定されており、両方のNLSを全てアラニンに置換すること
で誘導基質依存的な核移行が見られなくなることが明らかになっている。MalRについても、Zinc 




入した sGFP-MalRNLS1mと NLS2 に変異導入した sGFP-MalRNLS2mでは比較的強い蛍光が核に
認められるものの、菌糸全体に蛍光が観察された。一方、NLS1とNLS2の両方に変異導入した
sGFP-MalRNLS1/2mでは細胞質で蛍光が認められ核では蛍光がほとんど見られなかった (Fig. 9)。
















麹菌のゲノム中にも保存されている。MalRは Zinc finger motifの高い相同性と誘導基質がマル












FLAG-MalR と Hsp70、Hsp90 間に相互作用が見られた。しかし、マルトース添加後 30 分で
Hsp90との相互作用が見られなくなり、添加後 60分以降はHsp70、Hsp90のいずれでもMalR
との相互作用が見られなくなった (Fig. 11)。一方、グルコース添加時は 60 分後まで MalR と
Hsp70 および Hsp90 間の結合がはっきりと観察され、120 分後でも依然として相互作用が認め
られた。イソマルトース添加時は、MalRとHsp70間の相互作用は120分間後まで維持されたが、
Hsp90 間の相互作用はその時点ではほぼ消失した (Fig. 12)。これらの結果は、MalR が Hsp70
およびHsp90の複合体から誘導基質依存的に解離されることを示している。 また、誘導基質存
在下において、Hsp90 は Hsp70 よりも MalR のシャペロン複合体から早期に解離することが判
明した。 
第 2章においてNLS1およびNLS2両方への変異導入がMalR核局在化の喪失をもたらしたこ
とから、NLS に変異導入した MalR とシャペロン複合体との相互作用についても観察した。
FLAG-MalRNLS1/2mは、FLAG-MalR と同様に誘導基質非存在下で Hsp70 および Hsp90 との相




ロンタンパク質との会合が観察された。このように  MalRNLS1/2m のシャペロン複合体は、
















AmyR に先行し活性化すると予想される。そして、④MalR 依存的に発現した MalP がマルトー









ったが、本研究により麹菌における共免疫沈降法を確立し MalR と Hsp70、Hsp90 との複合体
形成を見出すことができた。さらに本解析では、MalR の Zinc finger motif 内に存在する RRK




性を誘導することが明らかになったこと、また A. nidulans AmyR を導入した麹菌組換え株 
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氏 名 今野 友維 
審 査 委 員 主査：教授 五味 勝也 
副査：教授 阿部 敬悦  准教授 二井 勇人    
学 位 論 文 題 目 麹菌のデンプン分解酵素生産に関与する転写因子の活性化メカニズムの解明 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
麹菌が生産するデンプン分解酵素の生産には、デンプン分解酵素遺伝子群の発現を直接制御する
AmyR とその誘導基質と考えられているマルトース取り込み系を制御することによってデンプン分解










化が必要であることも示唆された。麹菌の近縁種である Aspergillus nidulans では 6-デオキシグルコー
スでも AmyR の核移行が観察されることから、麹菌と A. nidulans の AmyR をそれぞれの株に導入し
て調べたところ、6-デオキシグルコースによる核移行は発現する菌株に依存していることが示され、
麹菌と A. nidulans 間でグルコースのリン酸化機構に違いがあることが示唆された。 
MalR は誘導基質の有無にかかわらず構成的に核局在していることが明らかとなっていることか
ら、核局在に関与すると考えられる核移行シグナル（NLS）の変異体の解析を行った。MalR には zinc 
finger motif 内とタンパク質の中央部付近の 2 か所に NLS と推定される配列が存在する。この両方を
ともにアラニン置換することにより、核局在能が失われることから、これらの NLS が MalR の核局在
に必要であることが明らかになった。次に、構成的に核局在している MalR の活性化機構を明らかに
するため、MalR に相当する出芽酵母の Mal63 で報告されているシャペロンタンパク質との相互作用
を共免疫沈降実験により調べた。非誘導条件下では MalR は Hsp70 と Hsp90 の両方と複合体を形成し
ているが、誘導基質であるマルトースを添加後 30 分で Hsp90 との相互作用が見られなくなり、添加
後 60 分以降は Hsp70、Hsp90 のいずれでも MalR との相互作用が見られなくなった。このことから、
MalR は Hsp70 および Hsp90 との複合体から誘導基質依存的に解離すること、誘導基質存在下におい
て Hsp90 は Hsp70 よりも MalR のシャペロン複合体から早期に解離することが明らかになった。また、
核局在が認められない核移行シグナル変異体でも誘導基質依存的なHsp90とHsp70との複合体からの
解離様式が観察されたことから、MalR の細胞内局在は誘導基質存在下・非存在下のいずれでもシャ
ペロン複合体形成とは無関係であることが示された。 
本研究は、麹菌の転写因子 AmyR、MalR の細胞内局在に関する誘導基質の影響や核移行シグナル
の同定、さらに MalR の活性化過程におけるシャペロン複合体形成について明らかにすることにより、
麹菌の最も重要な特性であるデンプン分解酵素の誘導生産制御機構の総合的解明につながる成果を
上げたものと評価できる。以上のことから、審査員一同は、本論文提出者に対し、博士（農学）の学
位を授与するに値するものと判定した。 
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